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RESUMEN 
 
En los últimos años ha surgido una nueva tecnología en el rango nanométrico 
denominado hoy en día Nanotecnología. Desde su descubrimiento, la producción y 
uso de nanomateriales se ha visto incrementado rápidamente. Uno de ellos es el 
Fulereno (C60), el cual es utilizado en diferentes campos de la ciencia y la tecnología 
como la medicina, cosmética, electricidad, entre otros. Esta nueva industria genera 
desechos de producción que tienen como destino final los ambientes acuáticos, del 
mismo modo los residuos del uso de productos que contienen nanomateriales como 
los son algunos detergentes, bloqueadores solares, desodorantes. Como es sabido los 
ambientes acuáticos son dinámicos y conformados por múltiples componentes.  Sin 
embargo, no se han realizado suficientes evaluaciones de los posibles efectos de la   
exposición de dicho compuesto en el ambiente y por ende, en los organismos, más 
aún, la interacción del mismo con otros contaminantes de origen natural o artificial. 
 
El presente estudio fue realizado con el fin de evaluar la influencia de un 
nanocompuesto denominado Fulereno (C60) sobre un organismo acuático denominado 
Daphnia magna, mediado por dos factores adicionales: un metal (Cobre) y la luz 
ultravioleta en condiciones de laboratorio. Para ello, se obtuvieron “dafnias” que 
posteriormente fueron reproducidas considerando 16h luz/ 8h oscuridad y una 
alimentación en base a Nutrafiin basic  (3g) suplementado con levadura (0.05g). 
 
Luego del cultivo, se sometió a los organismos juveniles de Daphnia magna, a 
diferentes tratamientos durante 48 hrs., luego de los cuales se evaluó lo siguiente: 1) 
DL50 y la EC50 en diferentes concentraciones de Fulereno (C60) y Cobre; 2) El grado de 
estrés oxidativo generado por una gradiente de concentraciones de Fulereno (C60) y 
Cobre; 3) Evaluar su comportamiento considerando la frecuencia de saltos por minuto 
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ante la exposición a diferentes concentraciones y bajo la influencia de luz UV (pre y 
post); y, 4) Evaluar la producción de melaninas como respuesta a la exposición de 
Fulereno C60 y Cobre a diferentes concentraciones y bajo la influencia de luz UV (pre y 
post). Esto permitió estimar el riesgo ambiental del fulereno aunado a contaminantes 
clásicos como un metal (Cobre) y la luz UV, a fin de proponer posibles mecanismos de 
acción.   
 
Los resultados muestran que no hay diferencias estadísticamente significativas en 
cuanto a capacidad antioxidante entre un pre y post tratamiento con luz UV-Vis, sin 
embargo sí existen diferencias a nivel comportamental (frecuencia de saltos) y entre la 
cantidad de melaninas generadas entre ambos tratamientos considerando la mezcla 
de Fulereno C60 y Cobre, y la pre y post exposición a radiación UV.  
 
Palabras clave: Fulereno (C60), Cobre, Capacidad antioxidante, Frecuencia de saltos, 
Melanina. 
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ABSTRACT 
 
In recent years there has emerged a new technology in the nanometer range today 
called Nanotechnology . Since its discovery , production and use of nanomaterials has 
been increased rapidly . One is the Fullerene (C60 ) , which is used in different fields of 
science and technology such as medicine , cosmetics , electricity , among others. This 
new industry generates waste production are destined for aquatic environments , just 
as the use of waste products containing nanomaterials as are some detergents , 
sunscreens , deodorants . As is well known aquatic environments are dynamic and 
shaped by multiple components. However, there have been sufficient assessments of 
the potential effects of exposure to this compound in the environment and therefore, in 
organisms, even more , its interaction with other pollutants of natural or artificial origin. 
 
This study was conducted in order to evaluate the influence of a nanocomposite called 
Fullerene (C60) on a water body called Daphnia magna, mediated by two other factors: 
a metal (copper) and the ultraviolet light in the laboratory. To do this, “daphnia” which 
were subsequently reproduced considering 16h light / 8h dark and feeding based on 
basic Nutrafiin  (3g) supplemented with yeast (0.05g) was obtained. 
 
After the culture was subjected to youth organizations Daphnia magna, to different 
treatments for 48 h, after which the following were evaluated: 1) LD50 and EC50 in 
different concentrations of Fullerene (C60) and Copper; 2) The degree of oxidative 
stress generated by a concentration gradient of fullerene (C60) and Copper; 3) Assess 
their behavior considering the frequency of jumps per minute when exposed to different 
concentrations and under the influence of UV light (pre and post); and 4) Evaluate the 
production of melanin in response to exposure of fullerene C60 and copper at different 
concentrations and under the influence of UV light (pre and post) . This allowed us to 
~ ix ~ 
estimate the environmental risk of fullerene contaminants coupled with classics like a 
metal (copper) and UV light in order to propose possible mechanisms of action. 
 
The results show no statistically significant differences in antioxidant capacity between 
before and after treatment with UV -Vis light, however there are differences at the 
behavioral level (frequency hopping) and between the amount of melanin generated 
between both treatments considering fullerene C60 mixture and Copper, and pre and 
post exposure to UV radiation. 
 
Keywords: Fullerene (C60), Copper, antioxidant capacity, frequency jumps, Melanin. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La creciente producción de nanomateriales ha superado largamente el avance en los 
conocimientos sobre los efectos biológicos que pueden ocasionar estas partículas. 
Esta falta de información ha permitido el desarrollo de lo que hoy en día se conoce 
como Nanotoxicología, una disciplina orientada a evaluar el efecto de nanomateriales 
sobre organismos vivos (Dal Forno et al., 2013). Para este proyecto, nos hemos 
centrado en el Fulereno (C60) debido a su creciente producción y uso (Avanasi, 2014) y 
es probable que con el tiempo se encuentre en el ambiente en concentraciones que 
superen la capacidad de asimilación y regeneración de la naturaleza. En el agua, las 
moléculas de Fulereno (C60) forman coloides, algunos de los cuales están dentro de la 
escala nanométrica (Lyon et al., 2006). Estas asociaciones confieren al Fulereno una 
alta relación superficie/volumen y en relación con otros compuestos ofrecen una alta 
reactividad biológica. Considerando dicha reactividad, los Fulerenos pueden tornarse 
potencialmente tóxicos si se toma en cuenta que son materiales lipofílicos que tienden 
a ser almacenados por los organismos en zonas de tejidos grasos. Su naturaleza no 
polar le permite pasar a través de membranas biológicas, considerándose por ello, una 
herramienta importante como conductor farmacológico (Montellano et al., 2011). Sin 
embargo estas características físico químicas pueden llevar a un potencial riesgo 
desde el punto de vista ecotoxicológico, siendo esta nanopartícula una potencial 
generadora de estrés, generando riesgos innecesarios en el ambiente (Gottschalk et 
al., 2013).   
 
Se sabe que los fulerenos son utilizados como ingredientes en productos de cuidado 
personal, tales como filtros solares (Wissing SA, 2001). Cabe destacar que las formas 
activas de algunos de estos ingredientes usados en los filtros solares y productos para 
el cuidado personal han sido encontrados en niveles mensurables en los lagos de 
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Europa y en otros lugares, en donde los niveles de impactos sobre la fauna se están 
evaluando (Daughton CG, 1999).  
 
Además, se han reportado diferentes respuestas de toxicidad al Fulereno por parte de 
bacterias, crustáceos y peces (Fortner et al., 2005; Lovern y Klaper, 2006; Oberdöster 
et al., 2006). En el caso de crustáceos se trabajó con LC50 de 0.8 mg/L en Daphnia 
magna expuesta durante 48 horas a C60 disuelto inicialmente en Tetrahidrofurano (Zhu 
et al., 2006).  
 
En peces, Eva Oberdoster (2004) ha corroborado que los Fulerenos como el C60 
pueden inducir un estrés oxidante en los cerebros de los peces róbalo; mientras que 
peces lubina sufrieron daño celular en el tejido cerebral 17 veces superior, 48 horas 
después de someterlos a concentraciones de 0,5 partes por millón, producto de un 
estrés oxidativo. El daño consistía en una peroxidación lipídica a nivel de la membrana 
celular, lo que deteriora el funcionamiento. Se produjeron también inflamaciones en el 
hígado y la activación de genes relacionados con la síntesis de enzimas reparadoras. 
Por otro lado, el grupo de Lonné et al en el 2008, sometió a hepatocitos de Pez Cebra 
(Danio rerio) a la coexposición de Benzo[A]Pireno y Fulereno C60, donde encontraron 
alteraciones en su funcionalidad mitocondrial. 
 
Más aun, Lovern y Klaper (2006) sugieren un considerable grado de mortalidad de 
Daphnia magna (un diminuto crustáceo, popular alimento para peces de acuario, y 
usualmente utilizado por su sensibilidad en estudios ecotoxicológicos) cuando son 
expuestos a nanopartículas de dióxido de titanio (TiO2) y al Fulereno C60.  
 
Sin embargo, en el 2011, un grupo de investigadores dirigidos por Henry T. 
presentaron un reporte sobre los estudios realizados con Fulereno (C60) anteriormente, 
concluyendo que tenía que revisarse la metodología usada, sobretodo el uso de 
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solventes (en particular el Tetrahidrofurano) para preparar soluciones adecuadas para 
las pruebas  ecotoxicológicas de C60. Esto debido a que dichos solventes podrían 
haber quedado atrapados dentro de la estructura del Fulereno C60 o en 
aglomeraciones de Fulerenos y haber sido los verdaderos causantes de la toxicidad 
encontrada en los organismos usados. Producto de esta hipótesis, el residuo de 
Tetrahidrofurano ha sido propuesto como una causa probable de la toxicidad 
observada (Gharbi et al., 2005; Henry et al., 2007) y se han encontrado altos valores 
de LC50 en estudios donde el Tetrahidrofurano no ha sido aplicado (Oberdöster et al., 
2006). El estudio de Henry et al (2011) además afirmó que el C60 y sus derivados 
tienen un potencial mínimo para producir Especies Reactivas de Oxígeno, y que por 
tanto, el Fulereno presentaba una baja toxicidad; aunque eso no incluía la premisa de 
que debido a sus características, este nanocompuesto podría estar involucrado en el 
destino, transporte, biodisponibilidad y bioacumulación de otros cocontaminantes en 
los organismos acuáticos. Por ello, en este estudio se ha utilizado una solución acuosa 
coloidal del Fulereno C60, y así evitar que los resultados estén influenciados por otro 
tipo de solventes normalmente utilizados (Andrievsky, G. et al., 2002). 
 
De acuerdo a lo mencionado en el párrafo anterior, se va a evaluar el rol del Fulereno 
con otros contaminantes como los metales pesados, los cuales se destacan por su 
toxicidad sobre los organismos en los ecosistemas acuáticos y originan estrés 
oxidativo (Sengupta el al, 2013).  Su efecto se relaciona con una alteración de la 
homeostasis de cationes como Ca+2 y Mg+2, afectando el transporte a nivel de 
membrana celular (Pane et al., 2003). También afectan los mecanismos de respiración 
disminuyendo la tasa de respiración. En este proyecto se tomó como metal al Cobre 
debido a su presencia en concentraciones muy bajas (0.01 – 0.04 mg/L) en los 
ecosistemas acuáticos, pudiendo causar toxicidad en los organismos acuáticos más 
sensibles. Según investigaciones con el anfibio Rhinella arenarum, esta es resistente a 
la exposición inicial con Cobre, pero su sensibilidad va aumentando con el tiempo de 
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exposición (Pérez-Coll, C – 2008). En otros estudios, se ha visto al Cobre como un 
metal que causa daños a nivel lipídico (aumento en la peroxidación lipídica) y en la 
respuesta enzimática antioxidante, cuando su exposición es prolongada en la almeja 
de agua dulce Diplodon chilensis, la cual tiende a almacenar el metal en el 
hepatopáncreas. (Ríos de Molina, M. C. – 2008).  Para el caso del organismo que se 
utilizará en este experimento, Díaz – Báez M. C. et al (2008) realizó una evaluación de 
la toxicidad de mezclas binarias equitóxicas de Cu, Cr, Ni y Zn en el crustáceo 
Daphnia magna, donde el Cobre mostró la mayor toxicidad cuando es empleado de 
manera unitaria, mientras que cuando es combinado con otros metales, su efecto es 
aditivo o antagónico. En el caso de que ocurra el contacto con los fulerenos C60, y por 
las propiedades de ellos, estos pueden funcionar como vehículo para atravesar las 
membranas celulares de los organismos. Limbach et al. 2007 describió la capacidad 
que poseen la nanopartículas para unirse a metales, permitiendo una entrada al 
epitelio pulmonar aumentando de esa manera, la tasa de entrada de metales y 
generando un aumento de hasta en ocho veces los niveles de EAOs (Especies Activas 
de Oxígeno), que incluyen iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos tanto 
inorgánicos como orgánicos.  
 
Oberdörster et al., (2006) y Lovern et al. (2007) reportaron efectos del Fulereno a nivel 
de poblaciones y parámetros reproductivos en Daphnia magna así como sobre 
diversos parámetros fisiológicos y de comportamiento, incluyendo frecuencia de saltos, 
movimiento de los apéndices filtradores y frecuencia cardiaca encontrando una 
diferencia estadísticamente significativa en la frecuencia cardiaca, en comparación con 
otros compuestos analizados como dióxido de titanio e indujeron  efectos asociados 
con el incremento del riesgo por depredación y disminución de la tasa reproductiva.  
 
Variables ambientales de relevancia como la radiación UV han mostrado un aumento 
en la toxicidad del Fulereno. Se sabe que hay dos maneras de modificar los fulerenos 
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para que sean más biocompatibles y menos tóxicos mediante el uso de diferentes 
recubrimientos y de modificaciones covalentes de superficie. Aunque este es un 
ejercicio valioso en el laboratorio, algunos estudios han demostrado que estos 
recubrimientos y modificaciones covalentes de superficie puede alterarse bajo 
exposición a rayos UV-Vis o exposición al oxígeno en el aire, y causar una rápida 
citotoxicidad (Derfus A et al., 2004; Rancan F. et al., 2002). Por lo tanto, aunque los 
recubrimientos y modificaciones de superficies pueden ser de importancia crítica en 
dispositivos de liberación de fármacos, la probabilidad de desgaste bajo condiciones 
ambientales hace que sea importante para estudiar la toxicidad bajo UV y las 
condiciones del aire de exposición. Por otro lado, Kamat et al. (1998) observó que el 
Fulereno poseía la habilidad de inducir estrés oxidativo en microsomas de rata 
después de ser irradiado con UV, un efecto asociado a la generación de oxígeno 
singlete (un átomo de oxígeno en un estado excitado), al que se le atribuyen los 
efectos dañinos de la luz solar sobre muchos materiales orgánicos (polímeros, etc.). 
Posteriores estudios dentro del mismo grupo (Kamat et al., 2000) reportaron que el 
Fulereno y sus derivados solubles en agua pueden generar especies reactivas de 
oxigeno después de una fotosensibilización con UV o luz visible. Nosotros evaluamos 
esta activación de Fulereno por UV en relación con su capacidad de asociarse a un 
contaminante persistente como el cobre, encontrando un aumento de la toxicidad del 
Fulereno bajo la influencia de luz UV y asociado a cobre y una correspondencia con 
generación de estrés oxidativo en individuos de Daphnia magna.  
 
Para la realización de este trabajo se ha puesto especial interés en trabajar con 
Daphnia magna, un organismo presente en cuerpos de agua dulce y que constituye un 
importante modelo para estudios toxicológicos. Dentro del desarrollo de los ensayos 
con este organismo, se  desea evaluar el efecto del Fulereno C60 interactuando con 
Cobre y mediados por la radiación UV-Vis sobre este organismo en condiciones de 
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laboratorio, dado que es una especie típica de humedales y sensible a variaciones 
ambientales y contaminación.  
 
El problema presente en esta tesis, plantea en qué medida el Fullereno C60 solo o en 
interacción con otros factores como Cu y Luz UV-Vis, afectan la condición de Daphnia 
magna. La hipótesis alterna plantea que la exposición de Daphnia magna a fulereno 
individualmente o en interacción con otros componentes como Cobre y luz UV 
generará algún tipo de efecto a nivel fisiológico o comportamental. Mientras que la 
hipótesis nula plantea que la exposición de Daphnia magna a fulereno individualmente 
o en interacción con otros componentes como Cobre y luz UV no generará algún tipo 
de efecto a nivel fisiológico o comportamental. 
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II. ANTECEDENTES. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 SITUACIÓN ACTUAL DE LOS ECOSISTEMAS ACUÁTICOS 
 
En nuestro planeta, el 70% de la superficie terrestre está cubierta por agua, siendo el 
97% de aguas oceánicas y mares, mientras que el 3% restante pertenece a las aguas 
continentales, como ríos, lagos, aguas subterráneas y glaciares. Estos cuerpos de 
agua sostienen a los ecosistemas acuáticos, los cuales, producen más del 50% de la 
biomasa de la Tierra (Zepp et al., 2007). Las condiciones químicas y física del agua 
son las que determinan mayormente el crecimiento de organismos y especies en 
determinado cuerpo de agua. Los productores primarios de los ecosistemas acuáticos 
continentales y marinos constituyen la base de las complejas redes tróficas, 
proporcionando energía a los consumidores primarios y secundarios, además de ser 
importantes contribuyentes en la producción de la dieta humana básica bajo la forma 
de crustáceos, peces y mamíferos (Häder, 2003; Sinha et al., 2002).  
 
Sin embargo, debido a los constantes y drásticos cambios que está sufriendo nuestro 
planeta por factores antrópicos, principalmente por el crecimiento desmedido de las 
industrias y explotación de recursos, se están haciendo cada vez más latentes las 
alteraciones sobre los ecosistemas. Esto muestra que la trayectoria que ha seguido el 
desarrollo económico ha causado daños, en algunos casos irreparables, en la mayor 
parte de los ecosistemas, sobre todo en los acuáticos.  
 
Dentro de estos cambios drásticos, cabe destacar los claros indicios de reducción en 
la disponibilidad de agua tanto en cantidad como en calidad debido a los efectos cada 
vez más nocivos de los desechos domésticos e industriales vertidos en cantidades que 
sobrepasan la de los ecosistemas para poder degradarlos; y que por tanto se tiene 
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que recurrir a nuevos métodos de tratamiento a nivel antrópico (Clemente et al., 2013). 
A esto, es importante agregar que a semejanza de los ecosistemas terrestres, los 
ecosistemas acuáticos tienen propiedades de resistencia al cambio y un cierto grado 
de resiliencia que tiende a volverlos al estado original luego de experimentar cambios 
moderados. Sin embargo, una vez alterados más allá del límite del que pueden ser 
manejados por estas dos propiedades, los entornos acuáticos no regresarán 
necesariamente a su estado inicial debido a que su estabilidad temporal puede 
depender de un balance específico entre muchos factores que confluyen muy 
estrechamente en su existencia (Conde-Porcuna et al., 2002).  
 
Incluso, los cambios en los ecosistemas acuáticos pueden llegar a ser drásticos luego 
de periodos relativamente largos de aparente y engañosa resistencia a las 
alteraciones.  De acuerdo a Hobbs y Norton (1996), los ecosistemas acuáticos están 
inmersos en estados sucesivos de estabilidad, la cual, en caso de deterioro de 
variables importantes, puede generarse una “caída” del ecosistema hacia algún otro 
estado, relativa y temporalmente estable pero quizá depauperado en riqueza de 
especies y de funciones ecosistémicas.  
 
Tras exceder el límite para diluir y degradar contaminantes, todo ecosistema acuático 
empezará a deteriorarse, y no siempre con una tasa predecible, sino que debido a los 
efectos sinérgicos de varias alteraciones, eventualmente se precipitará su destrucción, 
luego de un periodo de aparente resistencia, hasta un deterioro irreversible.  
 
Una de las industrias con creciente desarrollo es el de los nanocompuestos (Dal Forno 
et al., 2013), siendo algunas de sus características su alta reactividad y un aumento de 
la misma en presencia de luz. Dichas características generan una condición particular 
ya que estos nanocompuestos pueden generar asociación con contaminantes clásicos 
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como el cobre (Tao et al., 2013) generando moléculas con un poder tóxico que poco a 
poco se ha ido reportando.  
 
2.2 FULERENO COMO CONTAMINANTE 
 
De acuerdo con la Iniciativa Nacional de Nanotecnología (National Nanotechnology 
Initiative, 2009), la Nanotecnología se define como la comprensión y el control de la 
materia en dimensiones entre aproximadamente 1 y 100 nanómetros. En este rango 
se encuentra la molécula del Fulereno la cual fue descubierta por Kroto et al en el año 
1985. El Fulereno (C60) es una partícula hidrofóbica, con 60 carbonos, donde los 
anillos aromáticos que constituyen la estructura de esta molécula generan una 
conformación esférica.  Sus 60 átomos de carbono unidos simulan una estructura de 
pelota de fútbol. Las nanopartículas C60 han recibido mucha atención los últimos años 
debido a sus propiedades únicas resultado de sus nanodimensiones en diferentes 
campos de la ciencia y la tecnología. 
 
Se han propuesto numerosas aplicaciones potenciales para los Fulerenos a nivel de 
productos de consumo los cuales van desde lubricantes para autos hasta cosméticos 
(Franco et al., 2007). Cabe citar la química de síntesis, como catalizadores, la 
fabricación de células solares, en fotodetectores de rayos X, en telecomunicaciones, 
como recolectores de radicales libres, en pilas de combustible, etc. (Prato, 1999; Bosi 
et al., 2003). Dado que sus propiedades ópticas cambian mucho al exponerse a la luz, 
se propone también su uso en dispositivos fotónicos. En el campo de la medicina, se 
destacan sus propiedades como transportador de drogas, fotoclivaje de DNA, actividad 
antibacterial y antiviral, e inhibición enzimática (Da Ros, 2008). Se ha sugerido incluso 
su  uso como inhibidor de la proteasa del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), 
cuyo sitio activo tiene forma cilíndrica con un diámetro similar al del Fulereno C60 y 
está recubierto casi exclusivamente por residuos aminoácidos hidrófobos, un entorno 
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favorable para la fijación del Fulereno, que bloquea así el centro activo e impide la 
propagación del virus (Wudl, 2002). 
 
Debido a sus múltiples aplicaciones antropogénicas, la industria del Fulereno ha 
crecido exponencialmente los últimos años (Guzmán et al., 2006). Incluso, su 
fabricación pronto podría coincidir con la ingeniería de nanopartículas de óxido de 
metal en cuanto a cantidades de producción se refiere, debido al funcionamiento de la 
planta de Kitakyushu (Mitsubishi, Japón) la cual tuvo una producción anual de 1500 
toneladas de C60 en el 2007. Además, ese mismo año otras instalaciones de 
fabricación también previeron un aumento de la producción de Fulereno, y, por tanto, 
la suma de producción logró ser de varios miles de toneladas de Fulerenos en dicho 
año. 
 
A continuación se puede observar las proyecciones en la fabricación de los diversos 
nanomateriales según algunos expertos: 
 
Tabla Nº 1: Producción mundial estimada para la ingeniería de los nanomateriales 
Aplicación Nanomaterial/Dispositivo Producción global 
estimada (ton/año) 
  2003/04 2010 2020 
Aplicaciones 
estructurales 
Cerámicas, catalizadores, películas y 
recubrimientos, composites, metales 
10 10
3
 10
4 
– 10
5
 
Productos para el 
cuidado de la piel 
Óxidos metálicos (eg. TiO2, ZnO) 10
3
 10
3
 10
3
 
Tecnologías de 
información y 
comunicación 
SWNT (nanotubos de pared simple), materiales 
nanoelectrónicos y optoelectrónicos (excluyendo 
los compuestos acuosos CMP), emisores de luz 
orgánicos y electrónicos, nanofósforos 
10 10
2
 >10
3
 
Biotecnología Nanocomposites & encapsulados, fármacos 
dirigidos, marcadores de diagnóstico, 
biosensores. 
<1 1 10 
Ambiente Nanofiltración, membranas 10 10
2
 10
3 
– 10
4
 
Fuente: Borm et al.,  2006. 
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El incremento de la producción y uso de Fulerenos abre una brecha de interrogantes 
respecto a qué sucede cuando este componente se libera al ambiente principalmente 
a los cuerpos de agua, durante sus fases de fabricación, utilización e eliminación 
(Reijnders L., 2005). El comportamiento del Fulereno en solución acuosa ha sido 
descrito a detalle por Fortner et al (2005) y Lee et al (2007); y ha sido objeto de debate 
en los últimos años y de conflictos inconclusos (Kepley, 2012). Debido a su extrema 
pequeñez, hidrofobicidad, la fuerte movilidad y alta lipofilicidad, el Fulereno puede 
cruzar la membrana celular externa y puede localizarse en la mitocondria, citoplasma, 
lisosomas y núcleo celular (Foley et al., 2002; Porter et al., 2007; Zhou et al., 2013). 
 
Esta propiedad de atravesar las membranas, ha permitido investigar sobre su 
posibilidad de actuar como transportador de drogas (Montellano et al., 2011) con el 
propósito de llevar fármacos hacia órganos específicos y lograr atravesar la defensa 
de las células como la barrera hematocerebral  (Vogelson, 2001; Kreuter et al; Levi et 
al., 2006). Esta potencial función vectorial del Fulereno puede ser un factor 
significativo, cuando se considera los efectos ambientales de este, debido a la posible 
interacción con contaminantes xenobióticos presentes en el medio ambiente (Xing, 
2013). En el siguiente cuadro se ve los efectos registrados de algunos nanomateriales 
cuando se realizaron pruebas en el cladócero Daphnia magna: 
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Tabla Nº 2: Efectos de los nanomateriales en Daphnia magna. 
Nanomaterial Valores Parámetros Referencias 
Non-nanoscale ZnO 1.0 mg/L Agudo EC50  Wiench (2009) 
Z-COTE  (ZnO cubierto) 7.5 mg/L Agudo EC50  Wiench, (2009) 
Z-COTE  (ZnO cubierto) 1.0 mg/L Agudo EC50  Wiench, (2009) 
ZnO coloidal 10 ppm LC50 a las 48 horas 
Jingyuan 
(2007) 
TiO2 2 ppm 
Nado esporádico y 
desorientación 
Lovern and 
Klaper (2007) 
TiO2 10 mg/L 
Severo retardo en el 
crecimiento y mortalidad 
a los 21 días 
Zhu (2010) 
Fulerenos coloidales 
(nC60) 
800 ppb LC50   a las 48-horas  
Oberdörster 
(2004c) 
Fulerenos coloidales 
(nC60) 
10 ppm LC50 a las 48 horas 
Jingyuan 
(2007) 
Dióxido de Titanio (TiO2) 
y Fulerenos C60 
descubiertos 
5.5 ppm and 460 ppb LC50 a las 48-horas 
Lovern y 
Klaper (2006) 
Nanomaterial TiO2 (T-
Lite™) 
 
Disminución de 
crecimiento y 
reproducción 
Fougueray  
(2012) 
 
DWCNT 22.75 ppm LC50 48-hour 
Cattaneo 
(2009) 
SWCNT 2.42P ppm LC50 48-hour 
Cattaneo  
(2009) 
C60 20 lg/ml 
Disminución de la 
replicación del DNA 
Liang (2009) 
Nanopartícula TiO2  5 mg/L Generación de ROS  Kim (2010) 
C70-Ácido gálico 0.1 mg/L 
Incremento de SOD y 
actividad GPX  
Seda (2012) 
C70- Ácido gálico 0.03 mg/LC70 Fragmentación del DNA Seda  (2012) 
 
Los ambientes acuáticos pueden ser vulnerables debido a la posibilidad de mezcla 
rápida y  dispersión de los nanomateriales que entran en el sistema como los efluentes 
de aguas residuales de la industria o domésticos, así como la escorrentía del agua de 
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lluvia. Se conoce poco acerca de la influencia de estas nanopartículas en los 
organismos acuáticos o cómo predecir sus posibles impactos. 
 
Sin embargo, una de sus implicancias en el medio acuático, tiene que ver con los 
organismos filtroalimentadores los cuales representan un grupo objetivo de estas 
nanopartículas debido a su tamaño y su papel como los primeros consumidores en la 
red trófica. En el ecosistema acuático, el zooplancton y los invertebrados filtradores 
constituyen la base de las redes tróficas. Los organismos zooplanctónicos como los 
rotíferos y braquiópodos, son tan pequeños que se alimentan de componentes de 
tamaño nanométrico, entre ellos bacterias, virus y macromoléculas orgánicas. Es decir 
que, cualquier componente de dicho tamaño puede ser consumido por el zooplancton. 
Con lo cual, se origina el riesgo de que dichos organismos filtren compuestos como en 
Fulereno, desconociéndose los efectos que esto puede causar. 
 
Si la ingeniería de nanomateriales, llega a utilizar ampliamente compuestos como el 
Fulereno en los productos para el cuidado personal, sin duda dichos compuestos 
entrarán en contacto directo con el medio ambiente (Roco, 2005; Helland et al., 2006; 
Siegrist et al., 2007). Por ello, se debe evaluar los riesgos relacionados con la 
transferencia de este nanocompuesto y persistencia en el medio ambiente (Biswas et 
al., 2005; Wiesner et al., 2006, Helland et al 2008).  
 
En el presente estudio se busca evaluar los efectos del Fulereno en el medio acuático 
cuando este es vertido a los cuerpos acuáticos y entra en contacto con los organismos 
que forman parte de la base de las cadenas tróficas, como los son los invertebrados 
que se alimentan por filtración. Además de su interacción con otros contaminantes 
comunes. 
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2.3 COBRE COMO CONTAMINANTE 
 
Por las actividades que se desarrollan hoy en día por parte de las industrias, los 
ecosistemas acuáticos pueden sufrir perturbaciones de diversa índole originada 
básicamente por los desechos que originan dichas industriales y las cuales son 
vertidas a los cuerpos de agua. Este tipo de perturbaciones pueden llegar hasta 
niveles químicos, modificando las condiciones naturales del ambiente acuático (Baudo 
1987; Kerrison et al 1988; Evans & McNaught 1988; Keller & Yan 1991; Mandal et al., 
2014). Una perturbación química de origen antrópico frecuente en ecosistemas 
acuáticos continentales es el incremento de metales pesados en solución. En la 
literatura abundan los trabajos de tipo toxicológico que vinculan la concentración de 
metales pesados u otras sustancias potencialmente tóxicas con la mortalidad de 
distintas especies de organismos, sobre todo los invertebrados, los cuales forman 
parte de niveles basales de las cadenas tróficas. Algunos autores mencionan el efecto 
negativo de metales como el plomo, mercurio, zinc, cadmio, molibdeno y cobre sobre 
distintas especies zooplanctónicas (Evans & McNaught 1988; Keller & Yan 1991; 
Correa & Ojeda 1997). Además, es sabido que metales tales como hierro, cobre, 
cromo, vanadio y cobalto son capaces de hacer ciclos redox en los que un solo 
electrón puede ser aceptado o donado por el metal. Esta acción cataliza reacciones 
que producen radicales y puede producir Especies Reactivas de Oxígeno, las cuales 
pueden perjudicar a los organismos. 
 
El cobre es uno de los elementos traza más importantes para las plantas y animales. 
Sin embargo, si las plantas y animales son expuestas a concentraciones elevadas de 
cobre biodisponible, puede ocurrir bioacumulación, con efectos tóxicos (Mandal et al., 
2014; Jorge et al., 2013). Y el cobre es un metal pesado considerado altamente tóxico 
(APHA 1971; Cairns & Dickson 1978) en su forma iónica a concentraciones mayores a 
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5 mg l-1, concentración que Fleming & Trevors (1989) indican como propia de la 
mayoría de los cuerpos de agua continentales.  
 
En la siguiente tabla se aprecia algunos efectos producidos por el contacto con el 
cobre en Daphnia magna: 
Tabla Nº 3: Efectos del Cobre en Daphnia magna  
Elemento o compuesto Valores Efectos Referencias 
Cu.SO4.5H2O 99% 15.8µg/L 
Toxicidad aguda LC50   
a las 24-horas 
Gaste, 2007 
Cu  600mmol/L LC50   a las 48-horas Barata, 2006 
Cu 41-36 µg/L 
EC50   a los 21 días, 
reducción en la 
capacidad 
reproductiva 
De Schamphelaere, 
2004 
Cl2Cu 60µg/L LC50   a las 24-horas Gaete, 1996 
Cu 0.1 – 0.18 mg/L 
Hiperactividad e 
incremento en la 
actividad locomotora 
(24-horas) y 
disminución en el 
nado hasta la muerte 
(48-horas) 
Khangarot, 2003 
Placusan (40.7% Sulfato 
cuprocálcico y 17.9% 
Oxicloruro de Cobre) 
0.29 mg/L 
EC50   a las 48-horas. 
Muy tóxico para 
organismo acuáticos, 
evitar contaminación 
de aguas. 
EPA, 2007 
Cu.SO4.5H2O 0.024 mg/L 
EC50   a las 24-horas. 
Muy tóxico para D. 
magna. 
Agencia Europea 
para Sustancias y 
Preparados 
Químicos, 2011 
Cu4H7O10.5S 2.3 mg/L EC50   a las 24-horas Kerle, 1996 
Cu4H7O10.5S 0.057 mg/L EC50   a las 21-días Kerle, 1996 
Cu 1.4-70µg/L Toxicidad aguda Bossuyt, 2004 
Cu 30 ppb 
Disminución de la 
velocidad del nado a 
las 9 horas 
Understainer, 2003 
Cu.SO4.5H2O 0.09 mg/L 
EC50   a las 24-horas, 
disminución en la 
velocidad de 
alimentación 
Ferrando, 1993 
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Cu 6.6 µg/L 
Daño del ADN y 
mutaciones 
Atienzar, 2000 
CuCl2 6-18 µg/L 
EC50   a las 48-horas, 
sensibilidad a la 
toxicidad 
Nebeker, 2009 
 
Debe señalarse, sin embargo, que las concentraciones consideradas tóxicas para 
organismos zooplanctónicos varían según la especie considerada (Ayers & Westcot, 
1985; Cowgill & Milazzo; 1991; Untersteiner et al., 2003). A escala de mesocosmos, se 
reportan valores tóxicos para el zooplancton entre 10 y 100 mg l-1 (Kerrison et al 
1988). En experimentos de tipo microcosmos, definidos por Kersting (1984) como un 
modelo físico que simula la totalidad o una parte de un ecosistema natural, Winner & 
Farrell (1978) comunican reducción de sobrevivencia en cuatro especies de Daphnia a 
concentraciones de cobre mayores a 40 mg l-1 aunque Daphnia magna sólo mostró 
disminución en su tasa de crecimiento poblacional a concentraciones mayores a 60 
mg l-1. Por su parte, Flemming & Trevors (1989) establecen un rango entre 5 y 86 mg 
l-1 como tóxico para las especies del género Daphnia. 
 
Diversas entidades gubernamentales y otras instituciones han ido definiendo límites 
máximos permisibles para el Cobre, en base a los estudios antes mencionados. Así, la  
Guía Canadiense de la Calidad del Agua, establece para el Cobre una concentración 
de 1 mg/l para aguas destinadas al ganado vacuno, 5 mg/l de concentración para 
aguas destinadas a la bebida del ganado porcino/aves y una concentración de 0.5 mg/l 
para aguas destinadas a la bebida del ganado ovino. Mientras que la FAO establece 
una concentración de 0.5 mg/l de Cobre para aguas destinadas a la bebida del 
ganado. En nuestro país, la ley General de Aguas establece una concentración de 0.5 
mg/l de Cobre para aguas destinadas al riego de vegetales de consumo crudo y 
bebida de animales correspondientes a la clase III. La investigación realizada por la 
FAO, concluye que el Cobre entre 0.1 a 1 mg/l es tóxico para numerosos cultivos en 
concentraciones entre 0.1 a 1.0 mg/l en soluciones nutritivas. El Decreto Supremo 
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002-2008-MINAM de la legislación peruana, establece en cuanto a los estándares de 
calidad ambiental de agua, que el Cobre no debe superar el valor de 0.02 mg/L en 
ecosistemas acuáticos continentales (Categoría 4). 
 
Dada la sabida toxicidad del Cobre, existe también una preocupación respecto a que 
sucede cuando este contaminante interactúa con otros componentes que pueden estar 
siendo vertidos en los cuerpos de agua o estén en contacto directo con el mismo. En 
el 2008, Gaete y Chávez realizaron una evaluación de la toxicidad de mezclas binarias 
de cobre, cinc y arsénico con Daphnia obtusa. Los resultados mostraron que el Cobre 
tiene un efecto antagónico con el Cinc. Otro estudio, relacionó la interacción del Cobre 
con el Fulereno (Tao et al., 2013) a través de la evaluación de la Concentración de 
Efectos No Observables (NOEC) en Daphnia magna. Los resultados de dicho 
experimento mostraron una disminución de la NOEC de Cobre en presencia de 
Fulereno; y demostró que la acumulación de Cobre en D. magna fue significativamente 
mayor a una baja concentración del nanocompuesto (100 mg/L), y que dicho metal se 
absorbía mucho más rápidamente debido a la presencia del Fulereno. Con esto se 
demuestra la alta capacidad transportadora del Fulereno para metales como el Cobre. 
 
Sin embargo se han realizado pocas investigaciones respecto a la interacción del 
Cobre con otro tipo de contaminantes, entre ellos los artificiales. Se puede agregar 
incluso, la exposición de luz UV-Vis que está perjudicando hoy en día a muchos 
ecosistemas, debido a la pérdida progresiva de la capa de ozono. 
 
2.4 INFLUENCIA DE LUZ UV SOBRE ECOSISTEMAS ACUÁTICOS 
 
El desarrollo natural de los ecosistemas acuáticos está influenciado por diversos 
factores abióticos. Uno de los principales es la radiación solar, la cual trae consigo 
rayos luminosos, rayos ultravioleta (UV) y rayos caloríficos. La radiación solar se 
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atenúa en la columna de agua, siendo varios los factores que contribuyen a esta 
atenuación. Si bien el agua absorbe parte de la radiación, los principales componentes 
responsables de este proceso son la concentración y propiedades ópticas de la 
materia orgánica disuelta (especialmente los compuestos carbonados) y la materia 
orgánica particulada (e.g., fitoplancton). 
 
La radiación ultravioleta es la longitud de onda más fotoquímicamente reactiva de la 
energía solar que llega a la superficie de la tierra, y tiene una amplia gama de efectos 
en biogeoquímica acuática, la biota y los ecosistemas. Como resultado de los 
impactos antropogénicos en la atmósfera de la tierra, la exposición a la radiación UV 
en los ambientes árticos están cambiando sustancialmente. Aunque las emisiones 
antropogénicas de sustancias que agotan la capa de ozono han disminuido desde la 
ratificación del Protocolo de Montreal y sus enmiendas, los futuros niveles de ozono y 
la radiación UV en el Ártico son inciertos, dependiendo no sólo del cumplimiento 
continuo con el Protocolo y los cambios en la legislación, sino también sobre los 
efectos del cambio climático en las temperaturas y los gases traza. Como resultado de 
esto, se ha producido una pérdida masiva del ozono estratosférico sobre la Antártida 
durante las últimas dos décadas así como el agotamiento del ozono en el Ártico y ha 
sido mayor a latitudes medias.  
 
Para comprender el impacto global de los cambios en los niveles de radiación UV, 
tienen que ser considerados los procesos sinérgicos y antagónicos resultantes del 
cambio climático ya que tienen el potencial de modificar el régimen de radiación UV 
bajo el agua y en consecuencia la presión sobre los organismos acuáticos (Milla y 
Korhola, 2002; Milla y Tartarotti, 2010). 
 
La exposición a la radiación solar UV-Vis puede reducir la productividad, afectar la 
reproducción y el desarrollo; e incrementar la tasa de mutación en el fitoplancton y 
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microalgas. Incluso, existen numerosos estudios que demuestran que la radiación UV 
es capaz de afectar negativamente la actividad, el desarrollo y la supervivencia de los 
organismos acuáticos (Häder, 2003; Sinha R. et al., 2002), principalmente el 
zooplancton (Zagarese & Williamson, 1998). Estos efectos van a depender de la 
transmisión de la radiación ultravioleta en la columna de agua. 
 
Los efectos de la radiación UV-Vis en el medio acuático pueden tener un alcance 
desde el nivel molecular hasta todo el ecosistema. Hay sistemas donde la radiación 
UV-Vis afecta a un gran volumen del cuerpo de agua y donde la biota ha tenido que 
desarrollar mecanismos de protección y reparación. Estos mecanismos incluyen 
comportamientos migratorios verticales (Zagarese y Williamson, 1994), síntesis de 
pigmentos fotoprotectores (García – Pichel y Castenholz 1993, Sommaruga y García – 
Pichel, 1999) y de reparación del DNA (Jeffrey et al., 1996; Rocco et al., 2002), con 
implicaciones desde el punto de vista ecofisiológico como evolutivo. Estos sistemas se 
consideran mucho más vulnerables frente a la  radiación UV-Vis, aunque su biota es 
mucho más resistente.  
 
El daño fotobiológico incluye los efectos directos de la radiación UV-Vis en la que los 
fotones son absorbidos por las moléculas biológicas tales como ácidos nucleicos y 
proteínas que luego se someten a una alteración fotoquímica. Una vía alternativa de 
daño es a través de la interacción de la radiación UV-Vis y compuestos orgánicos u 
otros agentes fotosensibilizantes para producir especies reactivas de oxígeno tales 
como superóxido y radicales hidroxilo (Socoowski et al., 2012). Estos pueden difundir 
lejos del sitio de producción y causar daño oxidativo a las enzimas, lípidos de 
membranas, y otros constituyentes celulares. 
 
Los cambios en la exposición a la radiación UV bajo el agua pueden afectar 
directamente la composición de especies de la biota acuática en cada nivel trófico 
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(Mostajir, B. et al., 1999). Así, varios estudios de especies de invertebrados de agua 
dulce han reportado un aumento de la mortalidad en respuesta al aumento de los 
niveles de radiación UV, especialmente el zooplancton (Leech, et al., 2000). Pero 
además se tiene que tener en cuenta que la variación en la tolerancia a la radiación 
UV es alta entre las especies y etapas de la vida (Leech, et al., 2000). En general, al 
zooplancton pequeño (rotíferos pequeños) se le considera con una alta tolerancia a la 
radiación UV, mientras que las especies grandes varían en su tolerancia tanto entre y 
dentro de las especies.  
 
Leech y Williamson (2001) encontraron que los cladóceros tenían la tolerancia más 
baja a la radiación UV y exhibieron gran variabilidad entre las especies. Daphnia fue 
uno de los grupos más sensibles de los organismos (Tollrian et al 2004) , mientras que 
el calanoide adulto y los copépodos ciclopoides tenían altas tolerancias de radiación 
UV. Sin embargo, se vio también que las clonas pigmentadas de Daphnia eran más 
tolerantes a la radiación UV que las clonas transparentes (Rautio, M. et al., 2002), y la 
pigmentación parece aumentar en respuesta a una mayor exposición de la radiación 
UV (Little, E. et al., 1994).  
 
2.5 DAPHNIA COMO ORGANISMO ECOLÓGICAMENTE RELEVANTE Y 
COMO MODELO DE ESTUDIO  
 
Dentro del grupo de cladóceros, las especies del género Daphnia son las más 
utilizadas como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La 
amplia distribución geográfica, el importante papel que cumplen al interior de la 
comunidad zooplanctónica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproducción 
partenogenética (lo cual asegura una uniformidad de respuesta) y el corto ciclo de vida 
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con la producción de un alto número de crías, han hecho de este grupo un ideal para 
la evaluación de toxicidad, de carácter universal (Dodson & Hanazato, 1995). 
 
El género Daphnia se ubica dentro del orden cladócera de la clase crustácea, y 
especies como Daphnia magna, Daphnia pulex y Daphnia similis. Sin embargo, la 
primera especie es más comúnmente utilizada extensivamente en pruebas de 
toxicidad, por lo cual existe una extensa información sobre las técnicas de cultivo, los 
requisitos de temperatura, luz y nutrientes, así como su respuesta a muchos tóxicos. 
Específicamente, los ensayos de toxicidad con D. magna permiten determinar la 
letalidad potencial de sustancias químicas puras, aguas residuales domésticas e 
industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterráneas, agua potable y agua de 
poro de sedimentos, entre otros. 
 
En las pruebas de toxicidad con Daphnia magna (Straus), neonatos menores de 24 h 
de edad son expuestos a la muestra o compuesto a probar, por un periodo de 48 h, al 
término del cual se cuantifica el número de organismos muertos (Ferrando et al; 1999; 
Withman & Miller, 1982). Con estos resultados se establece la proporción o porcentaje 
de mortalidad producida. 
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III. OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
- Determinar el efecto contaminante del Fulereno, Cobre y Luz UV en el 
comportamiento y respuesta fisiológica de Daphnia magna. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Determinar el DL50 y EC50 de Daphnia magna sometidas al Fulereno y el Cobre. 
 Determinar el efecto de la interacción del Fulereno y Cobre sobre  el 
comportamiento y respuesta fisiológica de Daphnia magna. 
 Determinar el efecto de la pre y post-exposición a la Luz UV sobre  el 
comportamiento y respuesta fisiológica de Daphnia magna previamente 
sometida al Fulereno, Cobre y su interacción. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
Se utilizó un cultivo mixto de individuos de Daphnia adquirido en el Acuario Cleo. Sólo 
se consideró la especie Daphnia magna, la cual fue separada con la ayuda de un 
estereoscopio y colocadas en recipientes especiales. 
 
Reino  : Animalia 
Phylum : Arthropoda 
Subphylum : Crustacea 
Clase  : Branchiopoda 
Orden  : Cladocera 
Familia : Daphniidae 
Género : Daphnia 
Especie : D. magna 
 
Ilustración Nº 1: Daphnia magna. 
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4.2 METODOLOGÍA 
Esquema Nº 1: Procedimiento de experimentación de Fulereno C60  en Daphnia 
magna. 
 
PARTE A: DETERMINACIÓN DE LC50 Y EC50. 
 
 
 
 
Efectos del Fulereno C60  y Cobre mediados por luz UV-Vis en Daphnia magna en 
condiciones de laboratorio 
Control y 06 concentraciones 
de Fulereno C60 
Número de saltos 
Capacidad antioxidante 
Cantidad de melaninas 
Determinación de DL50 y EC50 
Control y 06 concentraciones 
de Cobre 
Número de saltos 
Capacidad antioxidante 
Cantidad de melaninas 
Determinación de DL50 y EC50 
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PARTE B: EXPERIMENTACIÓN DE MEZCLA DE FULERENO C60 CON COBRE Y 
EXPOSICIÓN A LUZ UV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Trabajar con concentraciones de DL50 y EC50  en Fulereno C60 y cobre 
Mezcla de Cobre y 
Fulereno 
Número de saltos 
Capacidad antioxidante 
Cantidad de melaninas 
Pre y post exposición a 
luz UV 
Fulereno C60 
Número de saltos 
Capacidad 
antioxidante 
Cantidad de 
melaninas 
Fulereno C60 + Cobre 
Número de saltos 
Capacidad 
antioxidante 
Cantidad de 
melaninas 
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4.2.1 CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE Daphnia magna 
Los individuos de Daphnia magna fueron aislados a partir de un cultivo mixto 
adquirido en un acuario. Hembras grávidas identificadas como Daphnia magna 
(Strauss, 1820) fueron colocadas en beakers de 600 mL conteniendo 500 mL 
de agua declorinada. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones controladas 
de luz con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, oxigenación 
constante, temperatura media de 20ºC y fueron alimentadas con Nutrafiin 
basic  (3g) suplementado con levadura (0.05g) aplicando una dosis diaria de 1 
mL (Pieters, 2007).  
 
El cultivo se monitoreó cada 24 horas y los neonatos generados fueron 
separados en cultivos individuales en recipientes de 5L garantizando así tener 
cultivos homogéneos en base a clonas. 
 
Los materiales empleados se lavaron previamente con ácido nítrico al 10%. El 
agua usada en los cultivos fue declorinada por aireación durante 48 horas y los 
recipientes se limpiaron cada dos días removiendo restos de mudas y alimento 
del fondo del recipiente y cambiando el 50% del agua. . 
 
4.2.2 PREPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA SOLUCIÓN DE 
FULERENO C60 
Para la preparación de la solución de Fulereno (C60) se adicionó 200 mg para 1 
L de agua MilliQ. Esta suspensión se mantuvo en agitación constante en un 
agitador magnético bajo condiciones de iluminación durante dos meses. Al 
término del proceso la suspensión adquirió un color marrón debido a la 
formación del coloide de Fulereno. Dicha solución se sometió a centrifugación 
de 25000 rpm durante una hora a 15ºC. El sobrenadante se colocó en dos 
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envases oscuros de vidrio (500mL). Finalmente, el sobrenadante fue filtrado 
con una membrana de 0.20 µm y una jeringa de 10mL. El filtrado se almacenó 
en un beaker de 100mL, para luego concentrarlo diez veces por evaporación, 
con ayuda de un rotoevaporador.  
 
La concentración fue estimada midiendo la concentración de carbono total con 
un analizador de carbono total TOC-V CPH (Shimadzu). La suspensión filtrada 
fue caracterizada usando un Microscopio electrónico de transmisión JEOL JSM 
1200 EX II operando a 100 kV. Aproximadamente 30 uL de la muestra de C60 
fue colocada sobre una malla de 300-um Mesh TEM Grids (SPI). El análisis se 
desarrolló después de 24 horas luego de la evaporación  de la muestra (Lyon et 
al.2006). 
 
Luego del proceso de concentración, la solución resultante se colocó en viales 
de 15mL, los cuales fueron forrados con papel platino y rotulados indicándose 
el nombre y la concentración correspondiente, para luego ser usados en los 
ensayos. 
 
Cabe mencionar, que todos los recipientes de vidrio empleados en la 
preparación de la solución de Fulereno (200mg/L), fueron acidificados con 
ácido nítrico 10% durante 24 horas. 
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4.2.3 DETERMINACIÓN DE EC50  Y DL50  PARA COBRE Y FULERENO C60 
Se aplicó dos criterios toxicológicos, el primero la DL50 que representa la 
concentración de un compuesto capaz de causar la mortalidad del 50% de la 
población. El segundo, la EC50 que refleja la concentración de un compuesto 
capaz de causar un efecto en el 50% de la población. Los parámetros a evaluar 
serán la mortalidad y la frecuencia de saltos por minuto respectivamente.   
 
Los ensayos fueron realizados en viales de 20 mL con n=10 y duración de 48h 
y un fotoperiodo de 16 luz/8 oscuridad. Las concentraciones usadas fueron las 
que se detallan en la siguiente tabla. Los valores de EC50 y DL50 fueron 
calculados mediante el programa PROBIT. 
 
Tabla Nº 4: Concentraciones de cobre y Fulereno C60 en la determinación de la DL50 y 
EC50.  
Cu (ppm) Fulereno C60 (mg/L) 
0 0 
1 4 
0.5 2 
0.25 1 
0.125 0.5 
0.06 0.25 
0.031 0.125 
 
 
a) Evaluación de la frecuencia de saltos y mortalidad.   
Se usó la frecuencia de saltos como un parámetro de impacto fisiológico 
generado por la exposición a cobre y Fulereno C60. Esta determinación fue una 
modificación de la metodología descrita por Lovern, 2007. Al término de  la 48 h 
de exposición del ensayo toxicológico se filmó el sistema durante 5 minutos con 
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una cámara digital (Cannon Powershot). Las imágenes fueron analizadas con 
el programa Windows Movie Maker y por medio de un contador de células se 
contó el número de saltos por minuto en cada una de las réplicas. Estos datos 
fueron usados para el cálculo de la EC50. Además, se contaron los individuos 
muertos para determinar la DL50, teniendo como criterio esperar 10 segundos 
evaluando si el organismo presenta aun movimiento. 
 
b) Medición de la capacidad antioxidante con el Método del DPPH (2,2-
difenil-1-picril hidrazilo):  
Se colectaron “dafnias” de cada vial, y se trituraron mecánicamente con un 
estilete, resuspendidas en 350µL de PBS para luego ser sonicadas a 40Hzt por 
15 minutos. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm, se 
recuperó el sobrenadante y se almacenó los restos de exoesqueleto para el 
análisis de melanina. 
 
El análisis de capacidad antioxidante total se determinó siguiendo la 
metodología descrita por Flores et al., 2008. El ensayo fue realizado en placas 
Elisa de 96 pozos en las cuales se colocó un blanco de muestra, 100 uL de 
muestra más 200 uL y una muestra patrón que solo contendrá el reactivo 
DPPH y PBS. Las muestras fueron colocadas por triplicado y la lectura se 
realizó a 517nm. El cálculo de la capacidad antioxidante total se realizó 
aplicando la siguiente fórmula: 
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c) Medición de Melaninas:  
Para el análisis de melaninas se usaron los exoesqueletos recuperados del 
ensayo anterior. Las muestras fueron secadas a 40ºC durante 24 h y pesadas 
en una balanza analítica. Se calculó el peso de la muestra en relación al peso 
inicial del tubo que contenía la muestra. Se resuspendió el exoesqueleto en 1 
mL de NaOH 5N. Las muestras fueron sonicadas a 40 Hz durante 15 minutos y 
se agregaron 10 uL de H202 al 30%; se mezclaron bien y se colocaron en baño 
maría a 60ºC durante 24 h. Finalmente se centrifugó a 3500 rpm durante 10 
minutos y se recuperó el sobrenadante que fue leído en un espectrofotómetro 
con luz UV a 350 nm. Para el cálculo de la concentración  de melanina se tomó 
el coeficiente de extinción para melanina (10.19) aplicando la siguiente formula 
(los resultados fueron expresados en ug.mg de peso seco):   
 
 
 
 
4.2.4 DETERMINACIÓN DE LA TOXICIDAD DE MEZCLA DE FULERENO 
(C60) Y COBRE (Cu) 
Los ensayos de mezcla de contaminantes fueron determinados en base a los 
resultados obtenidos en la determinación de EC50 para cobre y Fulereno C60, 
siendo los valores los que se muestran en la siguiente tabla. 
 
Tabla Nº 5: Dosis usadas para ensayo de mezcla de metales. 
Cu (ppm) Fulereno C60 (mg/L) 
0.5 mg/L 4 mg/L 
 
P á g i n a  | 31 
El ensayo duró 48 h y después se realizaron los ensayos de determinación de 
capacidad antioxidante total y cuantificación de melanina como se indica en el 
punto c).  
 
4.2.5 ENSAYOS DE PRE Y POST IRRADIACIÓN CON UV-VIS 
Son varios autores los que han señalado el efecto de la radiación sobre la 
actividad de la nanopoarticula Fulereno C60 (Kamat et al., 1998). En esta etapa 
del proyecto se evaluó el efecto de una pre o post irradiación de Fulereno C60 
en correspondencia con su toxicidad.  El sistema para la pre irradiación fue 
montado de la siguiente manera; se colocó 20 mL de agua declorinada con 
4mg/L de la suspensión de Fulereno y un frasco control sin Fulereno. Los 
frascos fueron irradiados durante 5 horas y luego se colocaron 10 dafnias por 
frasco. En el caso de la post irradiación el sistema fue montado por completo 
antes de la irradiación; después de las primeras 24h el sistema fue irradiado 
durante 5 h. El mismo procedimiento se llevó a cabo con la mezcla de 
contaminantes usando para Fulereno la concentración EC50 hallada y para 
cobre su concentración EC50 hallada. 
 
Finalmente para ambos tratamientos se determinó la frecuencia de saltos, 
capacidad antioxidante total y se cuantificaron melaninas.   
 
4.2.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Se aplicó un análisis de varianza ANOVA one way  para establecer las 
diferencias en pre tratamientos y un análisis a posteriori de Dunet´s para 
evaluar las diferencias de cada tratamiento con respecto al control. El análisis 
tuvo un rango de confianza de 95%. 
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V. RESULTADOS 
 
5.1 PREPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA SOLUCIÓN DE 
FULERENO 
 
Como se muestra en la Ilustración Nº 2, se observa una alta proporción de agregados 
de la solución acuosa del fulereno que pueden ser considerados en la escala 
nanométrica teniendo en cuenta para ello su tamaño, lo que permite inferir que 
cualquier efecto observado se debe a la exposición de nano-agregados de C60.  
 
 
Ilustración Nº 2: Nanopartículas obtenidas después de 
agitar el Fulereno (C60) en agua Milli Q durante dos meses.  
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Las microfotografía (Véase Ilustración Nº 2) muestra los agregados de C60 en solución 
acuosa obtenida por microscopía de campo oscuro (Objetivo de 100X, con aceite de 
inmersión). 
 
5.2 DETERMINACIÓN DE EC50  Y DL50  PARA COBRE Y FULERENO C60 
 
5.2.1 EVALUACIÓN DE LA FRECUENCIA DE SALTOS Y MORTALIDAD.   
Los individuos de Daphnia magna expuestos al ensayo con Cobre en seis 
diferentes concentraciones, muestran que la EC50 resultante fue de 0.5 mg/L y 
la DL50 de 0.21 mg/L. En la Gráfico Nº 1 se muestra que en la concentración 
de 0.12 mg/L se obtiene un pico máximo de saltos/minuto para luego mostrar 
una caída de saltos sin llegar a la normalidad de la muestra control. Además, 
nos indican diferencias estadísticas significativas entre el control y todas las 
concentraciones de cobre, mientras que para el caso de las concentraciones de 
0.03 y 0.25 mg Cu/L y; 0.06 y 0.5 mg Cu/L no existe diferencias significativas. 
 
 
Gráfico Nº 1: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición al Cobre (a). 
Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05).  
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Para el caso de Fulereno (C60), la EC50 resultante fue de 4 mg/L y la DL50 de 
4.8 mg/L. En el Gráfico Nº 2 se muestra que en la concentración de 1 mg/L se 
obtiene un pico máximo de saltos/minuto. Además, se observan diferencias 
estadísticas significativas entre el control y las concentraciones de 0.25, 0.5 y 1 
mg C60/L, mientras que con la concentración de 0.12 mg C60/L no existe 
diferencias significativas. 
 
 
Gráfico Nº 2: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición al Fulereno. 
Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05).  
 
5.2.2 MEDICIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON EL MÉTODO 
DEL DPPH (2,2-DIFENIL-1-PICRIL HIDRAZILO) 
En el Gráfico Nº 3, se muestra que el porcentaje de capacidad antioxidante 
para Cobre que presenta un valor alto en la concentración de 0.25 mg/L. 
Además, existen diferencias estadísticas significativas entre el grupo control y 
los ensayos de las concentraciones 0.12; 0.25; 0.5 y 4 mg Cu/L. 
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Gráfico Nº 3: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a Cobre. Los datos están expresados con un error estándar de la 
media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05).  
 
En el Gráfico Nº 4 se observan los resultados del porcentaje de capacidad 
antioxidante para Fulereno, los cuales muestran diferentes respuestas a las 
diversas concentraciones, mostrando una mayor capacidad antioxidante con la 
concentración de 4 mg/L. 
 
La capacidad antioxidante total después de la exposición al Cobre (48 horas) 
fue alterada (Gráfico Nº 3; p>0.05). Se registró un resultado similar  después 
del tratamiento con C60, donde la mayoría de las concentraciones ensayadas 
con C60 mostraron una diferencia significativa con respecto al grupo control 
(p>0.05), registrándose una diferencia significativa entre las dafnias expuestas 
a 0.12; 0.25; 0.5 y 4.0 mg/L, con una muy baja capacidad de captación al 1.0 
mg C60 mg/L (Gráfico Nº 4).  
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Gráfico Nº 4: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a Fulereno (C60). Los datos están expresados con un error estándar 
de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05). 
 
5.2.3 MEDICIÓN DE MELANINAS 
Después de 48 horas de tratamiento, se realizó la medición de melaninas en 
Daphnia magna tanto para las diferentes concentraciones de Fulereno (C60) 
como de Cobre (Cu).  
 
En el caso de Cobre (Gráfico Nº 5), todas las concentraciones tienen 
diferencias significativas con el grupo control (p>0.05). Sin embargo no 
existieron dichas diferencias entre las concentraciones  0.06 y 0.12 mg/L 
(p>0.05). La mayor cantidad de melaninas se observó en la concentración de 
0.25 mg/L.  
 
En el caso de la exposición de Daphnia magna a Fulereno, se observaron 
diferencias significativas con el grupo control (p>0.05) en todas las 
concentraciones ensayadas (Gráfico Nº 6). Sin embargo no existieron dichas 
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diferencias entre las concentraciones  0.12 y 0.25 mg/L, y 1.0 y 4.0 mg/L 
(p>0.05). La mayor cantidad de melaninas se observó en la concentración de 
2.0 mg/L. 
 
Gráfico Nº 5: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de la 
exposición a Cobre (Cu). Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. 
Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05). 
 
Gráfico Nº 6: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de la 
exposición a Fulereno (C60). Los datos están expresados con un error estándar de la media de 
+1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05). 
 
M
e
la
n
in
a
s
 (
u
g
/m
g
 p
e
s
o
 s
e
c
o
) 
M
e
la
n
in
a
s
 (
u
g
/m
g
 p
e
s
o
 s
e
c
o
) 
P á g i n a  | 38 
5.3 DETERMINACIÓN DE LA TOXICIDAD DE MEZCLA DE FULERENO (C60) Y 
COBRE (Cu) 
 
Para la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre se ensayó con las EC50 resultantes de los 
ensayos anteriores para ambos compuestos, siendo de 4 mg/L y 0.5 mg/L 
respectivamente. 
 
En el Gráfico Nº 7 se muestra que hubo una disminución en la frecuencia de saltos, 
desde un promedio de 105 a 87 saltos/minuto. Además, nos indican diferencias 
estadísticas significativas entre el control y el ensayo. 
 
 
Gráfico Nº 7: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición a la mezcla de 
Fulereno y Cobre. Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. Las 
letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05).  
 
En el Gráfico Nº 8, se muestran los resultados del porcentaje de capacidad 
antioxidante para la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre, los cuales indican una 
respuesta con un incremento del 3% de la capacidad antioxidante con respecto al 
grupo control. Ambos tratamientos presentan diferencias estadísticas significativas. 
Control Cu+C60
0
50
100
150
a
b
Tratamiento (mg/L)
N
ú
m
e
ro
 d
e
 s
a
lt
o
s
P á g i n a  | 39 
 
Para el ensayo de cantidad de melaninas en la mezcla de ambos compuestos, 
encontramos que Daphnia magna produjo cerca de 900 ug/mg.peso seco en 
respuesta a las concentraciones a las que se le sometió. Además, existen diferencias 
significativas entre ambos tratamientos (Gráfico Nº 9). 
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Gráfico Nº 8: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre. Los datos están expresados 
con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas 
significativas (p>0.05). 
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Gráfico Nº 9: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de la 
exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre. Los datos están expresados con un error 
estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas 
(p>0.05). 
 
5.4 ENSAYOS DE PRE Y POST IRRADIACIÓN CON UV-VIS 
 
5.4.1 PRE IRRADIACIÓN A LUZ UV-VIS 
Para este ensayo se trabajó con las EC50 resultantes en los ensayos anteriores 
para Fulereno (C60) y Cobre, siendo de 4 mg/L y 0.5 mg/L respectivamente. 
 
En el Gráfico Nº 10, se observa que hubo un incremento en la frecuencia de 
saltos de Daphnia magna luego de la exposición a Fulereno (C60) pre-irradiado 
con luz UV-Vis, de un promedio de 119 a 141 saltos/minuto con respecto al 
control. También, hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos.  
 
P á g i n a  | 41 
 
Gráfico Nº 10: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición a Fulereno 
(C60) pre-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están expresados con un error estándar de la 
media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas (p>0.05).  
 
Asimismo, cuando se pre-irradió el ensayo con la mezcla de Fulereno (C60) y 
Cobre, se observó que también se reportó un incremento de 119 a 151 
saltos/minuto y que además hubo diferencias significativas con respecto al 
Control (Gráfico Nº 11). 
 
Gráfico Nº 11: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición a la mezcla 
de Fulereno (C60) y Cobre pre-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están expresados con un 
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error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas 
significativas (p>0.05).  
 
En cuanto a la Capacidad antioxidante considerando sólo el Fulereno (C60), se 
tuvo como resultado un incremento de alrededor de un 1% sobre el grupo 
control, como lo muestra el Gráfico Nº 12. También se aprecia que no hubo 
diferencias estadísticas significativas entre ambos tratamientos. 
 
Mientras que para los ensayo de pre-irradiación de Fulereno (C60) y Cobre con 
luz UV-Vis, se encontró un aumento de alrededor de 0.5% de la Capacidad 
Antioxidante respecto al Control; no registrándose diferencias significativas en 
ambos tratamientos (Gráfico Nº 13). 
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Gráfico Nº 12: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a Fulereno (C60) pre-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras similares indican ausencia de 
diferencias estadísticas significativas (p<0.05). 
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Gráfico Nº 13: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre pre-irradiados con luz UV-Vis. 
Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras similares 
indican ausencia de diferencias estadísticas significativas (p<0.05). 
 
 
En cuanto a las melaninas halladas en ambos tratamientos, se encontró que 
para el caso del tratamiento de Fulereno (C60) previamente irradiado, la 
cantidad de estas tuvo una disminución en alrededor del 50% presentes en el 
grupo control (Gráfico Nº 14), mientras que cuando el Fulereno (C60) se 
encontraba mezclado con Cobre y se irradiaba antes con luz UV-Vis, la 
cantidad de Melaninas experimentó un incremento de alrededor del 20% 
respecto al grupo control (Gráfico Nº 15). Tanto en la pre-exposición del 
Fulereno como la mezcla con Cobre, se obtuvieron diferencias estadísticas 
significativas. 
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Gráfico Nº 14: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de 
la exposición a Fulereno (C60) previamente irradiado con luz UV-Vis. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticas significativas (p>0.05). 
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Gráfico Nº 15: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de 
la exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre previamente irradiado. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticas significativas (p>0.05). 
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5.4.2 POST IRRADIACIÓN A LUZ UV-VIS 
Para este ensayo se trabajó con las EC50 resultantes en los ensayos anteriores 
para Fulereno (C60) y Cobre, siendo de 4 mg/L y 0.5 mg/L respectivamente. 
 
En el Gráfico Nº 16, se observa que hubo una disminución en la frecuencia de 
saltos de Daphnia magna luego de la exposición a Fulereno (C60) post-irradiado 
con luz UV-Vis, de un promedio de 129 a 117 saltos/minuto con respecto al 
control. También, hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos.  
 
Asimismo, cuando se post-irradió el ensayo con la mezcla de Fulereno (C60) y 
Cobre, se observó un ligero incremento de 129 a 134 saltos/minuto y que 
además no hubo diferencias significativas con respecto al Control (Gráfico Nº 
17). 
 
 
Gráfico Nº 16: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición a Fulereno 
(C60) post-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están expresados con un error estándar de la 
media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas (p>0.05).  
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Gráfico Nº 17: Frecuencia de saltos de Daphnia magna después de la exposición a la mezcla 
de Fulereno (C60) y Cobre post-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están expresados con un 
error estándar de la media de +1. Las letras similares indican ausencia de diferencias 
estadísticas significativas (p<0.05).  
 
Para el caso de la Capacidad antioxidante considerando sólo el Fulereno (C60) 
post-irradiado con luz UV, hubo un incremento del 3% sobre el grupo control, 
como lo muestra el Gráfico Nº 18, no encontrándose diferencias significativas 
entre ambos tratamientos. 
 
Para el ensayo de la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre con luz UV-Vis 
posteriormente irradiada, se vio un incremento de alrededor de 0.5% de la 
capacidad antioxidante con respecto al grupo control (Gráfico Nº 19). Tampoco 
se encontraron diferencias significativas. 
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Gráfico Nº 18: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a Fulereno (C60) post-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1.  Las letras similares indican ausencia de 
diferencias estadísticas significativas (p<0.05). 
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Gráfico Nº 19: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de la exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre post-irradiados con luz UV-Vis. 
Los datos están expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras similares 
indican ausencia de diferencias estadísticas significativas (p<0.05). 
 
En cuanto a las melaninas halladas en los tratamientos de Fulereno (C60) y la 
mezcla Fulereno (C60) y Cobre post-irradiados con luz UV-Vis, ambos 
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obtuvieron una disminución respecto al grupo control. En el primer caso, la 
disminución fue de un 75% (Gráfico Nº 20), mientras que en el segundo, la 
cantidad de Melaninas disminuyó en un 25% (Gráfico Nº 21). Además, en 
ambos casos no se encontraron diferencias estadísticas significativas. 
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Gráfico Nº 20: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de 
la exposición a Fulereno (C60) post-irradiado con luz UV-Vis. Los datos están expresados con 
un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas 
significativas (p>0.05). 
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Gráfico Nº 21: Cantidad total de Melaninas (ug/mg peso seco) en Daphnia magna después de 
la exposición a la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre previamente irradiado. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticas significativas (p>0.05). 
 
 
Gráfico Nº 22: Número de Saltos de Daphnia magna después de todos los tratamientos 
ensayados de pre y post radiación UV-Vis. Los datos están expresados con un error estándar 
de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p>0.05). 
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En el Gráfico Nº 22 se muestra una comparación de todos los tratamientos pre 
y post irradiación con UV tanto para el Fulereno (C60) sólo así como la mezcla 
con Cobre incluyéndose sus respectivos grupos control para cada uno en 
cuanto a Frecuencia de Saltos (Saltos/minuto).  En dichos tratamientos, se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el ensayo de pre y 
post irradiación tanto de Fulereno (C60); y entre la mezcla Cobre y Fulereno 
(C60). 
 
Asimismo, en el Gráfico Nº 23 también se hizo una comparación entre todos 
los tratamientos pre y post irradiación con UV tanto para el Fulereno (C60) así 
como la mezcla con Cobre incluyéndose sus respectivos grupos control para 
cada uno en cuanto a Capacidad Antioxidante (%), donde se puede apreciar 
que a nivel de estos ya existen diferencias debido a que el porcentaje de 
capacidad antioxidante tiene una ligera disminución en los tratamiento de pre y 
post radiación. Se observa además que para los casos de pre y post irradiación 
a luz UV-Vis donde sólo se usa Fulereno (C60) hay una mayor capacidad 
antioxidante en el segundo tipo de tratamiento, superando al control post UV en 
casi 3% del parámetro. Por otro lado, la mezcla del Fulereno (C60) y el Cobre 
refleja un resultado similar de alrededor del 2% tanto en pre como en post 
radiación UV-Vis; y en ambos casos se superó el porcentaje de sus respectivos 
grupos control. En los resultados de la mezcla también se ven diferencias entre 
el grupo control que no recibió exposición a luz UV-Vis con aquellos que sí 
fueron sometidos a dicha luz, cuyo valor refleja un mayor porcentaje de 
capacidad antioxidante con respecto a estos tratamientos con luz UV-Vis. En 
esta comparación entre todos los tratamientos pre y post radiación para 
capacidad antioxidante no se encontraron diferencias estadísticas significativas 
(p>0.05). 
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Gráfico Nº 23: Capacidad Antioxidante Total (% de captación de radicales) de Daphnia magna 
después de todos los tratamientos ensayados de pre y post radiación UV-Vis. Los datos están 
expresados con un error estándar de la media de +1. Las letras similares indican ausencia de 
diferencias estadísticas significativas (p<0.05). 
 
También se hizo una gráfica comparativa (Gráfico Nº 24) para la cantidad de 
Melaninas de todos los pre y post irradiación tanto para el Fulereno (C60) como 
para la mezcla Fulereno (C60) y Cobre con sus respectivos grupos control. 
Comenzando con los grupos control, hubo diferencias entre el control sin luz 
UV-V-Vis con los dos que presentaban irradiación, observándose una gran 
cantidad de melaninas en el control post irradiado. Entre los tres grupos control 
(con y sin exposición a UV) se encontraron diferencias estadísticas 
significativas (p>0.05). Para los tratamientos donde sólo se usó Fulereno (C60), 
hubo disminución de melaninas en ambos tipos de tratamiento (pre y post 
exposición UV-Vis) respecto a sus grupos control; además de no encontrarse 
diferencias estadísticas significativas (p>0.05). En el caso de los tratamientos 
donde se usó la mezcla de Fulereno (C60) y Cobre, aquel sin luz UV-Vis generó 
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menos melaninas que aquellos donde sí hubo irradiación. Y con respecto a los 
tratamientos de las mezclas irradiadas con luz UV-Vis, hubo una mayor 
generación de melaninas en el que hubo post-radiación. Además hay que 
agregar que la mezcla pre-radiación aumentó su producción de melaninas, 
mientras que en el caso de la mezcla post-radiación hubo una disminución de 
las mismas, ambos casos con respecto al grupo control. En ambos casos, hubo 
diferencias estadísticas significativas (p>0.05). No se encontraron diferencias 
estadísticas significativas (p>0.05) entre el grupo control sin exposición a luz 
UV, el grupo control post UV, el fulereno post UV y la mezcla fulereno más 
cobre post UV. 
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Gráfico Nº 24: Cantidad de Melaninas producidas en Daphnia magna después de todos los 
tratamientos ensayados de pre y post radiación UV-Vis. Los datos están expresados con un 
error estándar de la media de +1. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas 
significativas (p>0.05). 
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VI. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
6.1 COMPORTAMIENTO DE Daphnia magna ANTE LA EXPOSICIÓN DE 
FULERENO C60 
 
Como se muestra en la Tabla Nº 2 y la Tabla Nº 3, el Fulereno C60 y el Cobre, pueden 
inducir a efectos deletéreos en Daphnia magna, incluyendo mortalidad, afección en el 
comportamiento natatorio, alterando los movimientos de sus apéndices, 
incrementando la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la disminución 
en la replicación del ADN.  
 
Con lo mencionado en el párrafo anterior y a través de estudios previos (Miner BE, 
Kerr B. 2002), se ha llegado a inferir que los efectos negativos que originan ambos 
compuestos afectan directamente los mecanismos de huida frente a depredadores de 
Daphnia magna, ya sea incrementando el número de saltos o disminuyéndolos hasta 
la muerte.  
 
En la primera fase de la experimentación, se sometieron diferentes concentraciones de 
Fulereno C60 y Cobre, mostrando afectación sobre el nado de Daphnia magna. Para el 
caso de Cobre, los resultados en frecuencia de saltos, denotan que hay un pico donde 
las dafnias presentan un incremento de dicha frecuencia para luego descender desde 
la concentración 0.12 mg/L. Asimismo, para el caso de Fulereno C60, existe un ligero 
incremento en la frecuencia de saltos entre las concentraciones 0.5 y 1 mg/L para 
luego disminuir la emisión de saltos, hasta sólo mover los apéndices sin conseguir 
saltar. Sin embargo, sucede algo peculiar cuando se mezclan ambos componentes 
(Fulereno C60 y Cobre), ya que se observa una disminución en la frecuencia de saltos, 
lo cual se asemeja a lo hallado por Khangarot (2003) para Cobre luego de 48 horas. El 
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papel de transportador del Fulereno C60 puede estar jugando un rol en la absorción del 
Cobre, ocasionando que, en comparación de lo hallado en el tratamiento con Cobre en 
unitario, la frecuencia de saltos disminuya en lugar de aumentar. 
 
En la segunda fase de la experimentación, Daphnia magna fue sometida a la radiación 
UV en tratamientos de pre y post exposición. Se buscaba determinar cómo 
reaccionaba el organismo ante el estrés ambiental del Fulereno C60, el Cobre y la 
radiación UV. Cuando se comparan con la muestra blanco (sin ningún compuesto o 
exposición a luz UV), se denota un aumento en la frecuencia de saltos en todos los 
tratamientos expuestos a radiación, con lo cual se deduce que sí existe afectación 
negativa a causa de la luz UV, siendo más notoria en la pre-exposición. En esta última, 
la frecuencia de saltos aumenta significativamente cuando se adiciona Cobre, lo que 
indica un papel aditivo en el comportamiento de D. magna y cómo su efecto es mayor 
cuando actúan a la vez. Estos resultados se contrastan con lo hallado para post 
exposición a UV, donde la frecuencia de saltos es menor comparándolo con el 
tratamiento de pre-exposición. Esto refleja que cuando el Fulereno C60 actúa sólo 
previamente, la posterior incidencia de luz UV  no afecta de manera significativa el 
comportamiento de D. magna; mientras que cuando es mezclado con Cobre hay un 
efecto aditivo, produciéndose un incremento en la frecuencia de saltos. Todos estos 
resultados afirman lo dicho por Häder (2003) y Sinha (2002) en sus investigaciones, 
donde demuestran que la radiación UV es capaz de afectar negativamente la 
actividad, el desarrollo y la supervivencia de los organismos acuáticos. Además se 
confirma lo dicho por Leech y Williamson (2001) sobre la baja tolerancia de los 
cladóceros a la radiación UV. 
 
La afectación a la frecuencia de saltos de Daphnia magna producto del ingreso de 
contaminantes como el Fulereno C60, Cobre y radiación UV, tiene un efecto bastante 
perjudicial en su ciclo de vida, debido a que incide en sus comportamientos a nivel de 
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migración vertical (Pieters et al. 2005; Rhode et al., 2001) para alimentarse, huida de 
predadores, camuflaje, entre otros; sugiriendo que las estrategias para lidiar con la 
radiación UV son los más afectados. Particularmente, los saltos representan una 
respuesta de evasión y escape para las dafnias, cuando estas son expuestas a los 
depredadores (Miner BE, Kerr B. 2002). Sin embargo, la tasa de incremento de saltos 
pueden causar que las dafnias sean más visibles para sus depredadores, causando 
por tanto el aumento de las tasas de predación (Baun A. et al. 2008; Hansson LA. 
2000). Estos efectos han sido descritos por Lovern et al. (2007), donde las 
concentraciones subletales de C60 y C60HxC70Hx aumentan la frecuencia de saltos. 
 
6.2 EL DL50 Y EC50 COMO CRITERIOS ECOTOXICOLÓGIOS EN Daphnia 
magna 
 
La EC50 se refiere a la concentración de una sustancia, en este caso Fulereno C60, en 
un medio que se espera produzca un cierto efecto en el 50% de los organismos 
testeados. Mientras que en el caso de la DL50, es la dosis de una sustancia que resulta 
mortal para la mitad de un conjunto de animales de prueba, que para este caso sería 
Daphnia magna. 
 
La EC50 hallada, luego de someter a Daphnia magna a diferentes concentraciones de 
Fulereno C60, fue de 4mg/L. Esto supone que para este experimento, dicha 
concentración es la que genera efectos significativos en el organismo. De acuerdo a 
Manzetti et al (2013), los Fulerenos están siendo ampliamente estudiados en los 
últimos años debido a sus aspectos adversos a la salud, ya que han demostrado 
interferencia con el normal funcionamiento de muchos mecanismos en el cuerpo de 
animales y seres humanos. Por tanto, de acuerdo a los resultados encontrados en 
este trabajo, se necesitaría una concentración de 4mg/L para incurrir en efectos 
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perjudiciales en el organismo de D. magna, afectando su comportamiento y forma de 
desarrollo. 
 
Para el caso de la DL50 hallado para fulereno C60 en Daphnia magna para el presente 
trabajo, se observa un contraste con los trabajos de Oberdörster et al (2004) y Lovern 
& Klaper (2006) los cuales obtuvieron valores más bajos de dicho indicador con 
valores de 0.8 ppm y 0.46 ppm, respectivamente, mientras que en este trabajo se 
obtuvo un valor de 4.8 ppm. Esto podría ser debido a que dichos investigadores 
usaron solventes con antecedentes tóxicos como el THF (Tetrahidrofurano). Sin 
embargo, al compararse este último valor con el conseguido por Jingyuan et al (2007), 
con un valor de 10 ppm; el valor obtenido en este experimento se ubica por debajo. 
Por tanto, existe un ligero contraste entre los resultados si se considera la 
presentación del Fulereno C60, ya que las dos primeras referencias utilizaron fulerenos 
coloidales dándoles resultados más bajos y por ende existe una mayor toxicidad, 
mientras que la última referencia utilizó una forma descubierta de dicho compuesto. 
 
6.3 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL COMO MEDIDA INDIRECTA DE 
ESTRÉS OXIDATIVO. 
 
Según lo dicho previamente por diversos investigadores (Bradshaw and Hardwick 
1989, Calow 1989; Oberdoster 2004, Oberdoster 2006, Lovern y Kapler 2006) el 
Fulereno C60 es generador de estrés para los organismos de Daphnia magna, y 
constituye un riesgo potencial desde el punto de vista ecotoxicológico, por lo que se 
evaluó la capacidad antioxidante, como respuesta a la generación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) en los organismos, producto de dicho estrés. Los 
resultados muestran que sí existe una producción de ROS en todos los tratamientos a 
los que los organismos fueron sometidos, evidenciándose un mayor estrés en los 
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tratamientos de 0.12; 0.25; 0.5 y 4 mg/L. Considerando que se usó Fulereno C60 
descubierto y además sin solventes perjudiciales, se puede afirmar que dicho 
compuesto por sí solo es capaz de originar estrés oxidativo en los organismos pero en 
un grado de baja toxicidad (Henry et al., 2011). Esto incluso se ve cuando se agrega 
Cobre, lo cual no produce un efecto aditivo en la capacidad antioxidante. Lo hallado se 
contrasta con los resultados obtenidos por Oberdörster et al. (2004) cuando sometió a 
un pez (Micropterus salmonoides) a 0.5 ppm de Fulereno C60 con agua, mostrando un 
daño celular en el tejido cerebral 17 veces superior, 48 horas después, producto de un 
estrés oxidativo. Esto significa, que lo dicho por Henry et al. (2011) sobre la baja 
toxicidad del Fulereno C60 y que los resultados de los estudios realizados inicialmente 
por ciertos investigadores serían producto de impurezas en la muestra y falla de los 
artefactos experimentales; podrían ser ciertos y que el Fulereno C60 no causaría un 
efecto tan letal como lo previamente encontrado. 
 
Para el caso del Cobre, estudios realizados por Ríos de Molina et al. (2008) muestran 
la toxicidad de este en Daphnia magna cuando el tiempo de exposición se incrementa. 
Metales tales como el cobre, son capaces de hacer ciclos redox en los que un solo 
electrón puede ser aceptado o donado por el metal. Esta acción cataliza reacciones 
que producen radicales y puede producir especies reactivas del oxígeno. La mayoría 
de las enzimas que producen las especies reactivas del oxígeno contienen  metales 
como el Cobre. La presencia de este en los sistemas biológicos de forma no 
complejada (no en una proteína u otro tipo de protección del complejo metálico) puede 
aumentar significativamente el nivel de estrés oxidativo. Es así que cuando se midió la 
capacidad antioxidante en los diferentes tratamientos con Cobre, hubo un pico en la 
concentración 0.025 mg/L, de la cual no hubo un descenso significativo en los 
tratamientos siguientes. En la prueba de Fulereno C60 con Cobre, se mostró que la 
capacidad antioxidante resultante fue menor a las obtenidas cuando se sometió a 
Daphnia magna a los diferentes tratamientos con Fulereno C60. Reafirmándose de 
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alguna forma, lo dicho por Ríos de Molina et al. (2008) al decir que la toxicidad de 
Cobre queda reducida al interactuar con otros contaminantes. 
 
Sin embargo, los resultados encontrados en los ensayos de pre y post exposición a 
radiación UV no mostraron diferencias estadísticamente significativas, teniendo como 
referencia la muestra blanco. Esto indicaría que a pesar que se adicione un metal 
como el Cobre y la exposición de la radiación UV, no habrá un efecto aditivo o 
sinérgico significativo en cuanto a la generación de estrés oxidativo.  
 
6.4 PRODUCCIÓN DE MELANINAS COMO RESPUESTA A LA 
EXPOSICIÓN DE FULERENO C60 Y COBRE A DIFERENTES 
CONCENTRACIONES BAJO LA INFLUENCIA DE LUZ UV-VIS. 
 
Para evitar el daño por UV, las especies zooplanctónicas usan diferentes estrategias, 
lo cual incluye cambios en el fenotipo, tal como el incremento de los pigmentos 
fotoprotectores y la capacidad de huida frente a depredadores.  
 
El estudio de Miner y Kerr (2002) mostraron que las poblaciones melánicas de 
Daphnia manifestaron una clara evidencia de adaptación a las condiciones locales de 
UV. Ellos consideraron dos situaciones diferentes: las dafnias que provienen de 
fuentes de agua con gran transparencia fueron más tolerantes al UV en condiciones 
de laboratorio que aquellas poblaciones provenientes de fuentes con baja 
transparencia. Este patrón selectivo fue el esperado debido a que el UV es un potente 
factor de estrés que daña el ADN en los tejidos vivos. Es más, las radiaciones UV son 
conocidas por tener amplios efectos en los ecosistemas acuáticos, incluyendo la 
fotoexcitación de compuestos tóxicos, mutagénesis y estrés fisiológico (Tada et al. 
2010; Azad, 2007).  
P á g i n a  | 59 
 
Primero, se midió la concentración de los pigmentos de Melanina del exoesqueleto de 
la Daphnia, una variable considerada por ser dependiente de la exposición de 
radiación UV. En los resultados obtenidos para Fulereno C60 y Cobre (Prueba para 
determinar EC50 y DL50) se mostró un aumento de la producción de melaninas en 
ambos casos, sugiriendo que ambos compuestos, fomentan la generación de las 
mismas. Si la síntesis del pigmento requiere energía, es posible que la más baja 
estimación energética deba imponer restricciones en el crecimiento, reproducción o las 
reacciones de la demanda de ATP para la síntesis antioxidante, como la reducción del 
glutatión. Además, las formas pigmentadas son más vulnerables para ser vistas por 
los predadores que aquellos que no son pigmentadas (Hansson et al. 2007). En 
consecuencia, se espera una compensación entre los costos de pigmentación y las 
amenazas por radiación UV y predación (Hansson et al. 2007).  
 
Al mismo tiempo, estudios como los de Kamat et al. (2000) muestran claramente que 
el Fulereno es una molécula fotoexcitable con luz visible y UV. No obstante, algunas 
consecuencias ecológicas de que las dafnias sean pigmentadas (altos riesgos de 
predación) pueden al final, mejorar la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) debido al fulereno. Esto se evidencia con los resultados obtenidos en los 
tratamientos de pre y post exposición a luz UV. Además de que la concentración de 
melaninas fue mayor en los tratamientos de la mezcla de ambos compuestos tanto en 
pre como post radiación. Se puede considerar, por ejemplo, que el radical Hidroxilo o 
el singlete de Oxígeno producidos por el Fulereno al ser excitado por la luz visible o la 
UV (Kamat et al. 2000), debe ser mayor en un organismo transparente que en uno 
más oscuro. Esta idea puede ser reforzada por el hecho de que Tada (2010) demostró 
que la melanina actúa como un captador del anión superóxido (O2
.-), sugiriendo que 
los más altos niveles de melanina deben ser adaptados bajo escenarios pro oxidantes 
durante la exposición a Cobre o C60. El hecho de que la exposición a UV induzca, 
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como se había esperado, un aumento de los niveles de melanina en D. magna fue 
modulada por la exposición a las combinaciones de Cobre y Fulereno, lo cual 
disminuyó dramáticamente el contenido de melanina, sugiriendo que la adaptación a la 
radiación UV pueda estar incompleta. Se necesitan más estudios para verificar si junto 
con la conocida relación entre UV y síntesis de melanina, existe una vía secundaria 
que lleva a la inducción de melanina después de la exposición a Cobre y Fulereno. De 
acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, la combinación de Cobre y 
Fulereno dañaron las respuestas primarias, al nivel de los inductores de la vía 
secundaria postulada.  
 
En resumen, los resultados obtenidos de este estudio indican que el Fulereno o el 
cobre son moduladores de la concentración de melanina en D. magna, aunque se 
postulan dos mecanismos diferentes, ya que los niveles más altos observados 
después de la exposición a ambas moléculas son contrarias a la inhibición de la 
producción de melanina bajo exposición a rayos UV, una condición que debe reflejar 
una condición ambientalmente más realista. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
 El Fulereno causa efectos a nivel comportamental y de respuesta fisiológica sobre 
Daphnia magna luego de someterla a diferentes concentraciones del compuesto. 
Siendo la concentración tóxicas a nivel de EC50  de 4 mg/L y para DL50 de 4.8 
mg/L.  
 El Cobre  afecta a nivel comportamental y de respuesta fisiológica sobre Daphnia 
magna a diferentes concentraciones, obteniéndose un EC50 de 0.5 mg/L y DL50 de 
0.21 mg/L mostrando que este metal suscita respuestas de organismos como 
Daphnia magna a relativamente bajas concentraciones. 
 La exposición a Cobre altera la capacidad antioxidante total con respecto al 
Fulereno C60, sin embargo no se puede afirmar que el grado de toxicidad sea 
mayor en uno o en otro; ya que pueden estar involucradas otras rutas de 
expresión para contrarrestar el efecto tóxico.   
 La exposición a Fulereno C60 y Cu de manera independiente genera una alta 
concentración de melaninas, dejando evidencia de que existe una afectación a 
nivel fisiológico en los mecanismos de respuesta a depredadores propios de 
Daphnia magna. 
 El Fulereno C60 en interacción con el Cobre mostró un menor grado de afectación 
a nivel fisiológico (capacidad antioxidante) en Daphnia magna en comparación 
cuando el Fulereno se usa de manera independiente.  
 La frecuencia de saltos de Daphnia magna ante la exposición de Fulereno C60 y 
Cobre a diferentes concentraciones y bajo la influencia de luz UV-VIS, resulta 
afectada incrementando su frecuencia, lo cual podría incidir negativamente en el 
comportamiento de defensa frente a depredadores por parte de esta especie, 
entorpeciendo su sistema de huida. 
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 Los tratamientos de pre y post exposición a radiación UV de Fulereno C60 y Cobre 
en Daphnia magna, no muestran diferencias significativas en la capacidad 
antioxidante total de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) en comparación con 
los tratamiento sin luz UV que sí mostraron diferencias. Esto puede indicar que la 
interacción de estos tres componentes (Fulereno, Cobre y luz UV) no resultaría en 
una grave afectación sobre organismos como Daphnia magna.  
 La pre y post radiación UV a Cobre y Fulereno C60 en Daphnia magna, genera una 
alteración de nivel fisiológico relacionado con los mecanismos de defensa frente a 
depredadores y luz UV a través de la pigmentación (melaninas); y que si dichos 
organismos se exponen a compuestos como los utilizados pueden ser fácilmente 
capturados y/o afectados por la luz UV.  
 De manera general, se  concluye que la exposición de Daphnia magna a Fulereno 
durante un tiempo de 48 horas, causa alteraciones a nivel fisiológico y 
comportamental, pero no se ha establecido que los efectos observados tengan un 
carácter permanente en el organismo de dicho individuo, o que más aún, sean 
activados mecanismos que puedan contrarrestar el impacto de compuestos tales 
como el Fulereno y el Cobre y factores como la luz UV. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
 Realizar pruebas similares que consideren el comportamiento de Daphnia magna 
a diferentes tiempos de tratamiento como 24, 48, 72 y 96 horas; y de esta manera 
evaluar los cambios que experimenta de manera visible. 
 
 Ensayar los tratamientos realizados de pre y post exposición de radiación UV a 
concentraciones más altas de Fulereno y Cobre en Daphnia magna para 
determinar si existe variaciones significativas en la producción de Especies 
Reactivas de Oxígeno (ROS). 
 
 Incluir pruebas que evalúen la capacidad de depuración de Daphnia magna en 
presencia de Fulereno (C60) para comprobar si existe bioacumulación de dicho 
compuesto. 
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ANEXOS 
 
ANEXO Nº 1: GALERÍA FOTOGRÁFICA. 
 
 
Ilustración Nº 3: Partes de Daphnia magna. 
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Ilustración Nº 4: Presencia de cúmulos de Fulereno C60 en Daphnia magna. 
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Ilustración Nº 5: Prueba de Elisa para determinar Capacidad Antioxidante del 
Fulereno C60 en Daphnia magna. 
 
